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EEE BREVES Emm

BEE Des souris transgéniques pos-
sédant des fragments de chromo-
somes humains fonctionnels. Les
techniques de transgenese chez la
souris butent souvent sur la taille
des fragments génétiques qu’il faut
transférer pour obtenir une expres-
sion qualitativement et quantitative-
ment satisfaisante du transgeéne.
Cependant, des progres ont été réa-
lisés récemment grace au transfert
de trés grands fragments sous la
forme de chromosomes artificiels de
levure, isolés ou combinés (m/s n°4,
vol. 9, p.477). C'est ainsi qu’ont pu
étre obtenues des souris possédant
les locus de la B-globine et des
immunoglobulines humaines (m/s
n°l1, vol. 12, p. 103). Avec ces
méthodes, cependant, la taille maxi-
male de '’ADN transféré reste limi-
tée a un maximum de I'ordre de la
mégabase. C’est la raison pour
laquelle une équipe japonaise a
test¢é une méthode permettant de
transférer des chromosomes entiers.
La base de cette technique est le
transfert dans des cellules souches
embryonnaires (cellules ES) de
chromosomes par l'intermédiaire
de microcellules (MMCT, microcell-
mediated chromosome transfer). Cette
approche consiste a fusionner des
fibroblastes humains avec des cel-
lules d’une lignée murine afin
d’obtenir des hybrides somatiques
contenant chacun au moins un géne
marqueur de résistance a I’antibio-
tique G418 intégré dans un chromo-
some humain. Ensuite, un choc
hypotonique permet de faire éclater
les hybrides en «microcellules»
contenant chacune, en moyenne,
un chromosome humain. Ces

micro-cellules sont alors fusionnées
a nouveau avec des cellules murines
qui sont ensuite sélectionnées par le
G418 et la nature des chromosomes
contenus par ces hybrides de
deuxiéme génération est analysée
par PCR et par hybridation in situ.
La derniére étape consiste a obtenir
a nouveau, a partir des clones
d’hybrides somatiques de deuxieme
génération contenant les chromo-
somes humains désirés, une popula-
tion de micro-cellules qui sont
fusionnées avec des cellules ES. La
sélection par le G418 permet d’iso-
ler les cellules ES contenant le chro-
mosome humain d’intérét. Apres
injection de ces cellules ES ainsi
modifiées dans des blastocystes, des
souris chimeéres sont obtenues. Les
auteurs se sont intéressés particulie-
rement a des souris possédant, soit
le chromosome 2, soit le 14, soit le
22, c’est-a-dire les chromosomes sur
lesquels sont situés les locus des
génes d’immunoglobuline /GGK,
IGGH et IGGL. Un trés haut niveau
d’expression de ces immunoglobu-
lines humaines, témoignant d’un
phénoméne normal de réarrange-
ment dans le systeme lymphocytaire
murin, peut étre observé tout au
long de la vie des animaux chi-
meres; les chromosomes humains
des souris obtenues se maintiennent
donc de maniere stable chez des
souris transgéniques par ailleurs
phénotypiquement normales a
I’exception de deux stérilités obser-
vées chez des males. Cette absence
de phénotype et cette stabilité
n’allaient pas de soi puisque les sou-
ris sont totalement ou partiellement
trisomiques: elles contiennent en

effet les deux copies d’une paire de
chromosomes murins et les régions
synténiques correspondantes d’un
chromosome humain célibataire. Le
passage dans la lignée germinale du
chromosome humain n’a été
observé que pour un fragment du
chromosome 2, transmis de maniére
stable par les males et les femelles
sur plusieurs générations [1]. Il
n’est naturellement pas sir que
cette méthode puisse étre employée
avec n’importe quel chromosome
humain, une trisomie chimérique
pouvant, selon les cas, entrainer un
phénotype plus ou moins anormal.
De méme, les conséquences sur la
méiose de certaines de ces trisomies
pourraient empécher le passage
dans la lignée germinale. Dans
I'expérience de Tomizuka et al., les
conséquences variables d’une triso-
mie chimérique du 2, du 14 et du 22
pourraient expliquer que seul un
fragment du chromosome 2 ait pu
étre transmis a la lignée germinale.
Il n’empéche que ces résultats
ouvrent une voie nouvelle pour
créer des souris transgéniques com-
portant des chromosomes humains
normaux ou artificiels (m/s n°8/9,
vol. 13, p.1066). Outre 1’expression
correcte de certains genes possédant
des éléments de structure et de
régulation disséminés sur de trés
grands fragments d’ADN, cette
approche devrait également per-
mettre de créer des modeles ani-
maux de maladies humaines avec
désordres cytogénétiques, par
exemple la trisomie 21.

[1. Tomizuka K, et al. Nature Genet
1987; 16: 133-43.]

m/s n°8-9, vol. 13, aoit-septembre 97



